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◎憶Loがき
平成1 2年度から平成13年度にか けて の2年間 ､ 日本学術振興会科学研究費補助金
(基盤研究(C) (1))を受けてFハ イマ ツ 由 キ歩ガヨウ交雑帯の遺伝的構造 - 樹木の浸透性
交雑現象の モデル系 - +の解析を行 った ｡ これ は ､ その研究成果報告書である｡
植物では種間交雑が 一 般的な現象であるの だが ､ 雑種または交雑起源穫の両親種の特
定とい った分轄学的な問題の み がクロ ー ズアップされ ､ 動物の交雑帯の 研究の ように ､ 交
雑現象自体に観点を持 っ た研究が少ない . 本研究を含め ､ 最近の鎗予マ
- カ ー を伺し､た
交雑現象の解析は､ 生殖的に隔離されている
砧
はず
''
の種の 間でのダイナミックな遺伝子の
動きを明らかにしつ つ ある｡ 交雑帯は ､ この 種間での遺伝子流動の進他的な意味や､ 種と
いう単位を維持して いる進化 的カにつ いて改 めて考えを深めるため に重要な研究材料で
ある ｡
本研究では ､ ハ イマ ツ 中 年タゴヨウ交雑帯の解析の道具として ､ 複数の EST マ
ー か - や マ
イクロ サテライトマ ー カ ー の 開発を行 っ た . 今まで の 解析(Wata n oet aL, 1 995, 1 996;
senjo etaL, 1 999)で 剛 ､たミトコンドリアと葉緑体の マ
ー カ ー も合わせれば､ 遺伝様式の
異なった3つ のゲノム全てに つ いて遺伝マ - カ ー を整備したことになる. 樹木での浸透性交
雑研究のモデルとして今後, 多くの研究がこの系を利用してなされることを期待するo
核ゲノム の遺伝 マ ー カ ー としてはアロザイム多型が青から広く用 いられているo ただア ロ
ザイム では ､ 使用できる酵素遺伝子座の数が限られてしまうこと､ 酵素タンパクを用いるの
で生の材料を必要とするなど､ 欠点
■
が存在するo D N Aマ - カ･ - は ､ 利用できる遺伝子座に
原理 止 の制限が無く､ ア ロ ザイムより定量的な解析が可能となる｡ ただ R A P Dや AFLP な
ど簡便に多くの マ ー カ ー を開発できる方法は､ 優性遺伝マ - か
- のため個体の遺伝子型推
定がで きなか っ たり､ 機番依存の 実験再現性の ため に ､ 研究者間で の 情報の結合性
(c o n n e c軸i!ity of info r matio n)が弱か ったりという問題を含むo 本研究で開発したマ
ー カ ー
は共優性マ ー か - であり､ 情報の結合性も持つ o ハイマツとキタゴヨウだけでなく, マツ属全
般でア ロザイムと同様な解析を行うことが出来る分子マ - か - である o さらに , E STを利用
したマ ー カ ー 作成の方 法は ､ どの ような樹料にも利用できる ｡ シダ埴物で 同じ手法を 軌 ､た
仕事を第4章に加えた ｡ 参考にしてもらいたい ｡
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綿野 奉行(千葉大学理学部生物学科)
披じめ に
植物における浸透性交雑現象の 研究は ､ 近年 ､ 分子 マ - カ ー を用い て直接的 に種間で
の遺伝子浸透を記述することが 可能の なっ たため ､ 大きく発展しつ つ ある(R岳e s eberg
1 995)o 特に ､ 細胞質捕獲 cytopLasim盲c captu r eという現象の 発見 は ､ 種間での細胞質ゲ
ノム のダイナミックな遺伝子流動が存在することを示し, 進化生物学者に大きなインパクト
をもたらした(Rieseberg and Soltis 1 991)o これ は ､ 種間交雑を通じて - 方 の種の細胞質
ゲノム が他方の種に取りこまれる現象で ､ 葉緑体系統樹の種系統樹からの 歪み から発見
された o また ､ 細胞質捕獲が起こ っ ている多くの ケ ー スで ､ 形 態の変化や核遺伝子 の浸透
はほとんど検出されず､ この ことから核遺伝子よりも細胞質遺伝子の方が浸透しやすい傾
向があるの ではと考えられて いる(Ries eberg a nd We nde] 1993). この 理由に つ いて は ､
接ゲノム ヘ の 自然淘汰や ､ 細胞質雄性不稔の影響など様々な可能性が考えられて いるが ､
いまだ統 一 的な見解は得られていない o
本研究で は ､ ハ イマツとキタゴヨウの 交雑帯の遺伝学的解析の道具として ､ 両種の種特
異的な核の マ ー カ ー 遺伝 子座を複数開発し ､ 交雑帯の各個体の雑種性(ハ イマ ツとキタゴ
ヨウの遺伝子 の組成比)を定量推定することを試みた｡ 後に 述べ るように ､ マ ツ科植物で は
2つ の細胞質ゲノム(葉緑体 D N Aとミトコ ンドリア D N A)が ､ それぞれ父性と母性という別 の
遺伝様式を持つ . その ため ､ 遺伝子浸透に おい ても独自の浸透 パタ - ンを示しうる｡ 実際
のところ､ ハ イマツとキタゴヨウの 交雑帯では ､ 葉緑体 D N Aはキタゴヨウ由来のもの が ハ イ
マツ ヘ ､ 一 方 ､ ミトコ ンドリア D N A では反対に ハ イマツ由来のもの がキタゴヨウ - と, 逆 の -
方向性の 浸透を起こして いることが明らかとな って いる(Wata no et aⅠ. 1 995,1 996;Se njo
et al. 1 999)o 今までの 研究では ､ 浸透の方向性や程度を推定するために ､ 針葉の解剖学
的形質を基準として用い てきた o しかし､ この針葉形態の遺伝的背景は不明であり､ したが
っ て ､ 雑種性の程度を推定することが不可能であっ た . 一 方, 複数の核分子 マ ー カ ー を伺
いれば､ より客観的に雑種牲を推定することが可能であり､ それを基準に葉緑体 D N Aやミ
トコ ンドリア D N A の浸透の程度を比較することが可能となるo
ハ イマツとキタゴヨウ
ハ イマツ Pinus pu mHa(PaHas)Regelは 日本では高山帯に生育する葡萄性の低木であ
るo 分布はかなり広く､ 中国東北部 ､ 東シベリアから朝鮮半島､ カムチャッカ､ 千 島列島そし
て日本の南ア ルブス 丸盆山が南限とされている(Mirov 1967, 清水 1996)o 一 方､ キタゴ
ヨウ P pa rviflw aSieb. etZu c c. v ar. pe ntaphy]a(Mayr)‖enryは亜高山帯から山地帯に
分布する低木で ､ 日 本固有である o 両種ともマ ツ属ストロ ー ブ ス亜 属 P]
'
nu s subge n us
stTVbu sに属している(Pric e etaI. 1 9由8). この2種は 日本の本州中部から北海道東部に か
けて広く分布域が重なっているが ､ 生育する標高域の違い により隔離されてい る.
- 般に
本州中部の 山岳で はオオシラピソやコ メツガなどから構成される亜高山帯性針葉樹帯がよ
く発達しており､ この ゾ - ンによって ハイ苛 ツと卑車ゴヨウの隔離がおこ つ てむlることが多い o
しかし東北南部似北で は亜高山帯性針葉樹帯が形成されないか ､ 衆発達な場合が多く､ そ
の ため両者が接触し, 交雑帯を形成してい る｡
この両種の雑種は ハ ツコ ウダゴヨウ P. hakkoden sis醐akim oとして敏野 村 根本(193叩 ニよ
っ てrゴエ フマ ッ ト ハ ヒマツノ間種 ニ シテ樹幹斜止 ス+加 うヽ円本語の短い記載文をつ け
て発表された . 石 井(1941)は ､ ′＼イ∇ツ ､ キタゴヨウとの詳細な形態の 比較を行いJ
`
ハ ツコ
ウダゴヨウ塾
”
ゴヨウマ ツの 記載を行 って いる. しかし､ 交雑帯には様々な野質を示す中間
型個体が存在し､ 当然の ことに石 劉19 郎)の 記載から外れる中間型が多く存在するo 骨こ
で ､ 本研究では混乱を防ぐため ハ ツコ ウダゴヨウという名を使潤せず､ 単に中間型と呼ぶこ
とにする｡
也 遡塵
ハ イマツと卑タゴヨウの交雑帯は､ 樹木 の 浸透性交雑現象の解析を行う上で幾つ かの 利
点を持っ ている｡
まず第 - に ､ マツ科植物の細胞質ゲノム の遺伝様式 の特異性である. 多くの植物では ､
葉緑体 D N A(CPD NA)もミトコ ンドリア D N A(mtD N A)も基本的に母性遺伝 であるのに対し
(Mogem s e n1 996)､ マ ツ科植物で はcpD N Aが 父性遺伝 ､ mtD N Aが母性である(Ne a[e
a nd Seder o肝1 989, Su伽n etaI. 1 9 馴)o つ まり､ 子供の葉緑体は父親の花粉からもたら
され ､ ミトコ ンドリア は母親の 旺嚢由来となるo この ように2つ の細胞質ゲノムが遺伝的に独
立であり､ 浸透性浸透における父系の渡れと母系の涜れを､ 区別して観察することが可能
であるo 遺伝子の移動媒体に関しても､ 父性である葉緑体 D N Aは種子でも花粉でも移動
できるが ､ 母性である玉トコンドリア D N Aは種子でしか移動できない . この ように ､ 移動媒体
の違 い が浸透に及ぼす効果も解析対象となりうる｡
第ニ に ､ 複数の独 立した交雑帯が存在することも利点となる｡ ハ イマツの 分布は ､ 高山の
頂止部に限られるの で , 日本では島状の 分布を示す｡ したが って交雑帯も各山ごとに独立
に存在して いる｡ もし､ これらの 交雑帯が独立 に形成されたの だとすれば ､ 各交雑帯の遺
伝的構造の比較により､ ハイマ ツとキタゴヨウが浸透性交雑を行 っ た場合 の ､
一 般的事象
と個別的事象の 区別を行うことができる. - 般的事象からは ､ j＼イマツと卑タゴヨウの 間の
生殖的隔離の性質などの 生物学的要因を探ることができるo また ､ 個別的事象からは､ 地
･理的要鼠や地史的要因が , どの 程度交雑帯の構造に影響を与えているかを探ることがで
きる｡
最後 に ､ マ ツ 属 は林業上 の 有用樹種 であり ､ ア メリカの 盲F G(hstitu e of Fore st
Ge n etics)などで ､ ゲノム マッピングなどのゲノム解析プロジェク卜が進 行 中であり､ その成
果をマ ー カ - 作成に 利用することができる . 本研究では Tem esg鮒 et aL(2001)の E ST P
(e xpre s s eded sequ e n c etag polym o rphism)primersをハ イマツとキタゴヨウの核遺伝子
マ - か - として利周するために 剛 ､たo これらPCRプライマ - は論文として発表される前か
ら､ Demdro m e払 ､う樹木ゲノムデ ー タベ - ス の W EB(htp://demdro m e･ u cdavis･ edu/)で
公 開されていた ｡ 詳細な遺伝学的研究にはゲノム情報は不可欠であり､ 近縁種群でゲノム
解析プロジェク卜が行われていることは非常に有益である.
# #&#&%
解析に伺 いた集団
核遺伝子 マ ー カ - を用 いて遺伝的構造を解析した交雑帯は新潟県と群馬県の県境の 谷
川山系と福島県の東吾妻山の2箇所 である. 谷川 山系の サンプル No. の W lからVV25ま
で は Wata m o etaL(1995,1 996)で使用されたサンプルと同 - であるo 低標高のサ ンプル ､
T NlからT N 45は ､ 1 998年に採集を行っ た. T Nナン バ ー の個体の葉緑体 D N Aとミトコ ン
ドリア D N Aの結果は ､ 先生(1999)のものを用 いた｡ 東吾妻山の サンプルは Se mjo et 乱
(1999)で用 い たものと同 一 である｡
核遺伝子 マ ー カ ー の 対立遺伝子 の ､ 母種での遺伝子頻度を算定するため ､ 交雑帯に接
して おらず浸透の影響を受けて いない と考えられる幾つ か の ハ イマツとキタゴヨウ集団の
解析を行 った o キタゴヨウは石川県白峰村(Se mjo etaL(1 999)の Shiramin eと同 一 )と秋
田県北秋田都森吉町(Se mjo etal.(1999)の Moriyo shほ 同 - )の2集 凱 ハ イマツ は由山
と乗鞄岳の集団を用いた. この ハ イマツのサンプル は Ta nieモ a書｡ (1998)で用いられたもの
と同 一 である｡
核マ ー カ ー の スタリ - ニ ング
ハ イマツとキタゴヨウの種特異的マ - カ ー を開発するため ､ Te m e sge n et aL(200叩こよ
り設計されたテ - ダマツの E ST Pプライマ ー セットを用いた.
全部で93種類のプライマ - セットを作成し､ ハ イマツとキタゴヨウそれぞれ2サンプルづ つ
をテンプレ - 卜として ､ 増幅の有無を調べ た ｡ P C R産物を1.5 %アガロ - スゲルで泳動し､ テ
ー ダマツの P C R産物とほぼ同じ大きさで ､ きれいな1本バンドパタ ー ンが得られるプライマ
ー セットを選んだ. P C R の条件は ､ 最初に 95℃3min ､ 次ぎに 94℃1min30s ec･58℃
1min30sec172℃2min のサイクルを3回 ､ さらに 94℃1min30s ec･5 5 ℃1min30s e c･72℃
2min のサイクルを3回 ､ さらに 94℃1min30s e cv5 2℃1min30sec ･72℃2min の サイクルを
34回 ､ 最後に 72 ℃8min である.
P C Rで 目的の サイズの物がきれい に増幅された場合, さらに ハ イマツとキタゴヨウそれぞ
れを4サンプルづつ をテンプレ ー トとして PC Rを行い , 合計で ハ イマツとキタゴヨウそれぞ
れ6サンプル の P C R産物を用いて ､ S S CP(single- str and c onform ation polym orphism)
解析を行 っ た｡ S S C Pは ､ アト ー の A E6290というスラブゲル電気泳動装置と､ 循環冷却恒
温装置を組合せ て行っ た ｡ 綿野(2001)の方法(本報告書の添付資料)に従い , グリセリン
濃度 2% ､ 泳動温度2 0℃ の条件で行 っ たムこの解析で ､ ハ イマツとキタゴヨウで共有してい
る対立遺伝子が無いものを種特異的なマ ー カ ー 遺伝子座として選んだ｡
種特異的マ ー カ ー の候補となった遺伝子座につ いて は ､ 種内変異も含め､ 各個体の遺伝
子型の推定にふさわしいように ､ より解像度の良い泳動条件を求めて ､ 5%と10% の グリセ
リン 濃度でも泳動を行っ た ｡ 最終的な泳動条件を表1 に示した ｡
金堂塵塵圭 馳 墜 旦畳基盤塞
交雑帯の個体の雑種性を定量化するため ､ ハ イマツが 1､ キタゴヨウが 0となる分子交雑
指数を求めた ｡ この 分子交雑指数は､ 調べ た遺伝子の数(調べ た遺伝子座の数の 2倍)あ
たりの ハ イマツ由来の対立遺伝子 の数で求めることができる o 本研究で最終的に使周した
守 - カ - 遺伝子座は8つ であるが ､ 交雑の影響を受けていないと考えられるハイ∇ツと卑タ
ゴヨウ集団の解析の結果､ 骨のうち 6 つ で ､ 若干の対立遺伝子の 共有がみられた ｡ この場
合､ 母種においても滑子交雑指数が完全に 1 か 0 にならない ｡ そこで ､ Rieseberg et aL
(1998)が 削 ､た交雑指数の最尤推定法を月弘､た ｡ この 方法では使用するマ
- カ 00 が ､ 完
全 に種特異的ある盛宴がない o
この 最尤法a)説明を行うo ある個体の交雑指数をHほすると種1から州 の割合で遺伝子
を､ そして種2から(1-Mりの割合で遺伝子をもらっ て いることになる. Lo c u$1 に2 つ の 対立
遺伝子がぬり､ それぞれの種の遺伝子頻度をベクトルで似下の ようにあらわして みるo
領海 噸 = 乞al, bl);
嘩 野 = (&2,丑鞄),
.
この 場合 ､ ‖E の割合で種1と種2のジ ー ンプ ー ルを混ぜたものを考えると
蜘 蜘 【H =J =
野 ☆ 貰に ＋ 恐 ㍑ 廿n2馳 耶 * (且 - Ⅱエ) ご
‡al* 芯エ ＋ 鞄 ☆ (且 - 詔エ), bl * 芯エ＋ 鞄 ☆ (1 一 班))I
.
払 ヽう関数になる｡
さて , ある雑種個体の遺伝子型が観察された場合､ ある仮説(交雑指数 - M!)が正 しいと考
えた場合 の尤度は ､ 上 のミックス ジ - ンプ ー ルの 元での その遺伝子型の確率となる o した
が っ て A A､ AB､ B Bそれぞれの遺伝子型が観察された場合の尤度は
叫 題L′ E =J = 抱 ☆ 配 ＋ a2* (1
- 孤))
2
,
･
馳 【題L, 甲+ : 2*(al * Ⅲ ･ a2 * (1
- 2E)) ( h* 配 ＋ 鞄 * (1 - H=)),
'
取【茂L′ 琴+ ≡ (h * 虻 . 也 ,(1
- E =))
2
,
･
で与 えられる｡
交雑指数の最尤推定は､ この 尤度を最大にするH幡求めればよい ｡ 複数の遺伝子座 の場
合には ､ 各遺伝子座で の尤魔の積の関数をつくればよい｡ 最尤推定で は
一 般に ､ 尤度の
計算を単純にするため に ､ 上記 の関数の 対数をとっ た対数尤度関数というものを使用す
る｡
坤 【湖L′ 琴+ = 2* 掬 (al ' 2I=' a2* (1
- 孤) I,
A
岬 【題L′ 琴+ = 王 喝 (al* 氾 . a2* (1
- H =)) . Log (bl* 氾 ＋ 如 (1L
- Z E)) ＋ 坤 ,
.
エ ゆ 【諾し, 琴+ = 2* 叫 (bl ' 虻 ＋b2 *(1
- Ⅲ)),
-
ヘ テ ロ の遺伝子型の場合に Log2 という定数が生じるが ､ これ は最尤推定には関係ない の
で無視して良い｡ したが っ て ､ 最終的に複数の遺伝子座での 対数尤度関数は､ 雑種が持っ
ている個々の遺伝子 のミックス ジ ー ンプ ー ルでの 塀度の対数の 和となるo
n
【E uJ - 遥=1 僻 fp - ′1' ＋ 喝 (p 蜘 ′2'}
ここで pLo ｡ us. とpL. B u s.2は Lo c u sという遺伝子座の 卜者目または2番目の遺伝子のミックスジ
ー ンプ ー ルでの 類度である. 最尤値を求める計算には Mathm atica4,1(WoWr a mRe s e rch)を
伺いた o
結果
亘ニ 整 地 望
チ - ダマツでは大規模な cD N Aライブラリ - が構築され つ つ あり､ E S Tも現在で は何千と
利用可髄である. これらマ ー カ ー を用いてゲノム マップを伸成する際に は ､ 幾つ か の方法が
あるo 古典的なの は R FLPを行って cD N Aプロ - ブを用 いて検出する方法である(Se w e”
et aL 1 999)o この 方法の 弱点は ､ 用い た遺伝子がファ志リ - を作っ ている場合､ 複数の遺
伝子座が検出されてしまう点にあるo より洗練された方法として , 最近では P C R法に基づ
いたマ - か 一 作成が行われてい る｡ Te mesgen etaL (2001) は､ cD N AからP C Rプライマ
ー セットを侍成する場合に ､ 3'U T R部位に片方のプライマ ー を設計したり､ P C R増幅条件
を厳密にするなどエ夫を行 い ､ シングルコ ピ - の P C R産物を得ることを可能とした o
本研究では ､ Te m e sge n etal. (2001)のプライマ - セットのうち､ 93種類を用 い て ハ イマ
ツとキタゴヨウでの P C R増幅の有無を調 べ た ｡ その 結果､ 36個(39%)のプライマ ー セ ット
で椅麗な増幅を確認した｡ これらの P C R産物をS S C P解析にかけた結果､ 25個に つ いて ､
解釈可能な締麗なバンド/(タ ー ンを示した｡ 残りの 11個につ い ては ､ 複雑な S S C Pバ ンド
パタ ー ンが現われた｡ 恐らく複数の遺伝子座が増幅されたためと考えられる｡ ハ イマツとキ
タゴヨウで利用可能な2 5個のうち､ 同じ対立遺伝子を共有して い ない( また は ､ ほとん どし
ていない) ため､ 種特異 的マ ー カ ー として用いることができるもの は1 0個み つ か った(表2)0
このうち､ Pt肝G
_
2 009と9157はどちらの種でも種内での 対立遺伝子 の数が 5個以上と多
く､ 遺伝子 型 の判定が煩雑であっ た ｡ そこで ､ 遺伝子 型の 判 断が容易な残りの 8個の遺伝
子座(P 師 G
_
0464
,
0 893
,
1 454
,
2 615
,
8 728
,
9 008
,
9 076
,
9 098)を最終的に用 いて交雑
指数の推定を行 っ たo この8つ の遺恒子マ ー カ ー の S S C Pで の バンドパタ - ンを図1 - 8 (こ
示した｡
Bro w n et aL(2001)らは , マツ科の 異なっ た種のゲノム連鎖 マップの 対応付けの ための
アンカ ー 遺伝子座を探す目的で ､ 本研究と同様に も Tem e sgen etaL(2001)の プライマ ー セ
ットおよぴ新しく作った38種類､ 合計で 90種類に つ いて ､ テ ー ダマツの ほ か ､ 4種の マツ属
ピヌ ス亜属の種(P e]/iottii, P pinaster, P sy[v estrl
'
s
,
P radI
'
ata)､ マツ属ストロ ー ブス亜属
の P Iambertia naそして卜ウヒ属の Pic e am en z ]
'
e sF
'
i[こつ いて使用可能性をスタリ - ニ ング
した o その結果 ､ 75-8 9個がピヌス 亜属内で ､ そして 44個(49%) がP [a mberf!
'
an a でも
P C R増幅された｡ ストロ ー ブス 亜属でも使用可能なプライマ ー の 割合は ､ 本研究の方が若
干低いが , だいたい 40-5 0%程度の割合で汎用性があることが推定される｡
Brow netal.(2001)において ､ マツ属の 両方の 亜属で使用可能だとされた 44個のプライ
マ ー セットと本研究の結果を照らし合わせたの が表 3 である. ほ ぼ半分の 2 0個は Brow n
et al. (2001)により新たに設計されたプライマ ー セットで ､ 本研究で は解析してい ない . 残り
の2 2個のうち､ 17個は表3に 示した ハイマ ツとキタゴヨウでも使用可能なことが判 明したも
の である. 最後の 5偶のプライマ ー セットは ､ 複薙なS S C Pバンドパタ - ンを示すなど､ ハ イ
マ ツとキタゴヨウでは使えない ことが判明して いる｡
表2に示したマ - カ ー のうち､ 実際に ハ イマツとキタゴヨウの種特異的マ ー カ ー として使周
できた8遺伝子座は ､ 連鎖群 2が1個､ 連鎖群 5が3個 ､ 連鎖群11が2個､ 不 明が2個で
ある｡ テ - ダマツの 染色体数は m =1 2で ､ 連鎖地図では主賓な連鎖群が1 2個検出されて
いる(Se we畳IetaL 1999)o･本研究でマ - め - の連鎖群には偏りが存在する払 ヽえるo 今後､
表別 二示した衆調査 のプライマ - ゼ ットを調査することにより､ 重要な連鎖群全てにつ いて
種特異的マ - カ - を見つ けることが必要と考えられるo
盈捜盈 敵 歴遊
種特異的マ - か 一 遇伝予座の スクリ ー ニ ングは ､ キタゴヨウ6個体､ ハ イマツ6個体を用
いて行 った o その 後 ､ 実際に共有している対立遺伝子が存在しない かどうかを､ コントm -
ル集団を 剛 ､て行 っ た o ここでコントロ … ル 集団と呼んでいるの は交雑帯が存在しない地域
のキタゴヨウおよぴハ イマツ集団の ことである . 結果を泰 郎 こ示したo 各遺伝 子座の 対立遺
伝子の名前は ､ 主に卑タゴヨウ集団に見られるもの は a(p農rV洞ora)とし､ 主要なもの から
al,a2とした o ハ イマツ集団に主に見られるもの は u(p3imiEa) とし､ キタゴヨウと同様に主要
なものから ul,u2と名づ けた . Pt8F G
I
O 464
_
a2, P 肝G
_
1 45むa3, Pt]F G_9 098- a2 の 3
っ の 対立遺伝子は , 交雑帯での み見 つ か った対立遺伝子である｡ 交雑帯の中でも､ キタゴ
ヨウに遺伝的に近 い個体にみ つ か ったので便宜止
"
a
''
と名づけた o 交雑指数を最尤推定す
る場合 ､ これら
``
み なしご遺伝子 o rpham aI‡e書e
' 'が存在すると遺伝子型の確率が 0 となる
( 母種に存在しないから)ため ､ その遺伝 子座を解析に組み 入れることができなくなるo そこ
で , Rie s ebe rg eta旦. (1998)に従い ､ 2つ の母種の両方が ､ これらの遺伝子を共有して いる
もの として ､ 組み 入れ た o 遺伝子頻度は､ m 個体のサンプル数があるならば ､ 1/(2n＋1)とし
た ｡ すなわち､ 最低頻度である｡
8 遺伝 子座のうち ､ コ ントロ ー ル 集団で完全 に種特異的なもの は ､ Pt!F G_0464, 2615,
87 28
,
9098 の4つ である｡ しかし､ P 肝 G
M
O464,1 454 につ いてはみなしご遺伝子を組み入
れたの で ､ 遺伝子 の兵有が生じた｡
重塵董墾遣塵戯塵造
東吾妻山の解析結果を図 9 に示した｡ 東吾妻での サンプル採集域は大きく3つ に分 ける
ことができるo 一 つ は AZl- 2 2までで , 磐梯吾妻スカイライン上で ､ 高湯温泉側から浄土平
にか けて ､ 車道沿い に生育する個体を採取したもの である. もう - つ は AZ 23- 4 4までで ､
浄豊平 レストハ ウス から登 山道沿 い に姥ケ原経由で真吾嚢山山頂 へ の道沿い である. 東
吾妻山の標高 1800-1 900m 域に はオオシラピソとコメツガが優先する亜高山帯針葉樹柿
が発達しており､ 登山道沿い からゴヨウマ ツ類は姿を消す｡ 最後は AZ45- 69 で ､ 針葉樹
林を抜けた頂上部に相当する｡ 徒歩で採集した AZ 23- 89の サンプル採集位置を図 10 に
示した｡ この 3 つ の領域を更に 2 つ に分割し､ 合計で6つ の 領域ごとに , 平均標高､ 葉緑体
と引､コンドリアゲノム の組成､ 核の 交雑指数をまとめたの が表5 である｡ 図 9から､ 東吾妻
の交雑帯の核ゲノム の組成は ､ 亜高山帯針葉樹林帯を境界として大きく変化することがわ
かる. 針葉樹林帯より標高の低い領域では , 針葉樹林帯に接した AZ 44(交雑指数 0･874)
を除いて ､ 核の 交雑指数は 0 から 0.1 92､ 平均で 0.054 となり､ キタゴヨウゲノムが優点し
ているo 一 方､ 針葉樹林帯より上部で は0.1 63から1, 平均で0･949となり､ ハイマツゲノム
が優点する｡ こ の領域で ､ 1個体だけ低い交雑指数を示す個体(AZ58) がある｡ この頂 上
域ではほぼ全ての個体が ハ イマツ的な葡萄性の樹形を示したが ､ この 個体だ桝ま直立し
ていた｡
谷川 山系の解析緒療を園 朋 に示した｡ 谷川 山系での サンプルの採集位置を園12に示し
たoT N45と47の 間には標高で300m 強ほどのギャップが存在するo これ は ､ この領域 だけ
登山道沿 いからゴヨウマ ツ類の姿が消え､ 採集できなか っ たことを示している｡ この交雑帯
で は東吾妻の ような､ 交雑指数のギャ ップは存在せず､ ほ ぼ標高に応じて交雑指数がクラ
イナル に変化していた. 交雑指数が1の個体が 1個体だけ存在するが(W 18)､ この 個体は
葉緑体がキタゴヨウ型であるo 従っ て純粋な ハ イマ ツは見 つ からなか っ た o
地 盤塵
核の交雑指数とれ レガネラゲノム の浸透の程度の 比較を表5にまとめた｡ 東軍妻山では ､
低標高域で の ハ イマ ツ mtD N A の浸透が顕著であることが判明した ｡ 針葉樹林帯より低い
4 つ の 領域で は核の交雑指数の 平 均は 0.0 34から0.1 42と､ 15% 以下しか ハ イマツゲノム
を含んでいないが ､ ミトコンドリアで は 0.2 73から0.8 33が ハ イマツ由来の ハ ブロタイプを持
つ .
一 方 ､ キタゴヨウ cpD N Aの ハ イマツ へ の 浸透は , 核の 浸透の程度とほぼ同じ程度であ
つ た｡
谷川山系で は ､ ハ イマツ mtDNA の キタゴヨウ へ の 浸透は ､ 標高 1 300-1 600m の採集の
空白域で ストップしていて ､ それより下部に は入りこんでいない( 図11)o い っ ぽう､ キタゴヨ
ウ cpD N Aの ハ イマツ - の遺伝子浸透は顕著であるo 頂 上域(W 16-7)では核の 浸透 は
25% 程度であるが ､ キタゴヨウ cpD N A の頻度は 80 %である(表 5)o
#
Watano etaL(1995,1 996)およぴ Senjo etaL(1999)で は ､ 針葉の解剖学的形質を伺い
て ハ イマ ツ ､ キタゴヨウ､ どちらにも当てはまらない 中間 型という分類を行 い ｡ この 結果と､
細胞質ゲノム の遺伝子型から､ 葉緑体やミトコンドリア D N Aの浸透パタ - ンを議論して いた ｡
用いられ た形態形質は 1)針葉横断面 の樹脂道の数と位置 ､ 2)厚壁細胞の有無 ､ 3) 異 型
細胞の有無である｡
末書妻山ではキタゴヨウと同定された個体の交雑指数の 平均 は0.050､ 中間型が 0.351､
ハイマツが 0.9 82 であっ た. 末書妻山で は針葉樹林帯(1800-1 900m)の上下で大きく交雑
指数が変化するが ､ 針葉樹林帯下部の 中間型の交雑指数の 平均は 0.141､ 上部は 0.8 13
であっ た. 末書嚢の中間型の針葉形態に は ､ 2 種類ある. 全 てキタゴヨウと同様に厚壁細
胞を持つ が ､ 樹脂道が中間型のものと､ ハ イマツ型のもの である｡ この 針葉形態タイプと分
子交雑指数の 関係を表6にまとめた ｡ こ の 交雑帯で は樹脂道が中間型か ハ イマツ型かで
分子交雑指数が大きく異なる｡ 針葉樹林帯より下部の樹脂道が中間型の個体は ､ キタゴヨ
ウと分類されたもの とほぼ同じ交雑指数を示した ｡ また ､ 針葉樹林帯より上部で樹脂道が
ハ イマツ型 のもの は ハ イマツと分類されたもの ほぼ同じであっ た｡
谷川岳では ､ W ナン バ ー の個体では形 態観察の ために採集されたもの が少ない(18 個
体, Watano eta書. 1 995)o その ため ､ 形態的中間型は5個体､ ハ イマツは 7個体しかない.
形態が判明しているもの のうち ､ キタゴヨウと同定された個体の 平均交雑指数は 0.0 98､ 中
間型は 0.6 36､ ハイマ ツ時0.5 94となり､ 中間型とハイマ ツで交雑指数に差が無か っ た｡ 谷
10
川の中間型に は､ 東吾妻に無かっ た様々な形態昏イブが存在する(表7).
@#
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寮吾葉山の 分 子交雑指数による解析は､ この 交雑帯の個体の核遺佳子組成が､ 標高
1800-1900m に存在する主にオオシラピソとコ メツガで構成される登高山帯針葉樹林帯を
境に大きくニ極化していることを明確に示した｡ この 境界より下部にも形態的中間型が存在
するが ､ これらはキタゴヨウに近 い核組成を示す｡ それ に対し境界より止部は ､ 交雑指数が
o.9を越える個体が多い o この ことは ､ 針葉樹林帯が ハ イマ ツとキタゴヨウの 分布を分断し､
これが有効な核遺伝子 の障壁として機能して いることを示唆する ｡
い っ ぽう､ 谷川 山系で は核組成の ニ極 脚ま存在せず､ 0 から 1 まで連続的な標高に応じ
た交雑指数の変化が みられた｡ 谷川山系には ､ 東吾妻山で核組成のギャップになっていた
亜高山帯針葉樹林帯が存在しない ｡
谷川山系のように ､ 亜高山帯針葉樹林が発達しうる標高を持ちながら､ 針葉樹林帯を欠く,
またはその発達の 不充分な山系は東北に多い(梶 1982; 砂田 1990)｡ 例えば､ 岩木山 ､
鳥海山 ､ 月 山 ､ 朝日轟 ､ 飯豊 山 ､ 秋田駒ヶ岳 ､ 和賀岳 ､ 焼石岳 ､ 栗駒山 ､ 船形山ではオオシ
ラピソが全くないか ､ か林分がみられるの みで ､ 偽高山帯と呼ばれる低木群落に被われた
景観がブナ林を抜けた山頂付近に広がっ て いる｡ 八 甲田 山や蔵王 にはオオシラピソ林が
存在するが ､ パッ チ状の林分で ､ 本州中部の ような密な針葉樹林帯にはなって いない ｡ 吾
妻山系は東北の 山で は最も密生した針葉樹林帯を持つ ｡ 守 田(2000)は､ 最終氷期以降の
亜高山埴生 の変遷を花粉分析によって解析した ｡ 最終氷期に東北地方で はグイマツ ､ アカ
ェゾマツ ､ チョウセン ゴヨウなど現在は存在しない針葉樹が優点していたが ､ 後氷期の 気候
変動で ､ これらの樹種は衰退 ･絶滅する｡ 空白となっ た亜高山帯に新しくオオシラピソなど
針葉樹が進出するの は東北地方では約 2500-3 000年前以降の最近の できごとであると
推定されているo この シナリ郎ま､ アロザイムを用いたオオシラピソ集団の遺伝的多様性解
析でも支持されて いる(Suyam aet a]. 1 998)｡ 集団の遺伝的多様性は低緯度から高緯度
にクライナ ルに減少しており､ 近年の 北方 ヘ の 分布拡大による遺伝的浮動が生じたことを
示唆している｡ もし､ 最終敢期以降, 東北地方では亜高山帯針葉樹林帯が未発達のままで
あるとしたら､ ハ イマツとキタゴヨウが接触し､ 遺伝子浸透を起こす機会を多く提供したに違
いない ｡ Se njo etal. (1999)臥 田本各地の キタゴヨウ集団の mtD N A のハ ブ口タイプ頻度
を決定し､ 福島の東吾妻山や安達太良山から宮軌 岩手県境の栗駒山山麓の鬼首にか叶
て ､ ハイマツ mtDN A のキタゴヨウ集団 ヘ の 遺伝子浸透が起こつ ていることを発見した. 特
に宮 軌 山形県境の蔵王から宮軌 岩手県境の栗駒山にかけての地域のキタゴヨウ集団は､
ほ ぼ完全に ハ イマツ mtD N Aに置換されてしまっ ている o このミトコ ンドリア の細胞質捕獲は､
この 地域で特に浸透性交雑が激しい ことを示唆して いる. この地域で mtDN Aの浸透が激
しい理由として ､ 両種間の遺伝的隔離として機能する亜高山帯針葉樹林の欠如または乗
発達を掛ずることができるo
ただ､ 谷川叫系で は核の交翻旨数が連続的に変異する典型的な交雑帯が存在するにも
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かかわらず､ ハ イマツ mtD N Aの 卑タゴヨウ へ の浸透は ､ 標高1500m 以下 へ は届いていな
い . ただ ､ 谷川では ､ T A4 5 の1 279m からTA47 の 1664mまでサンプルのギャップがあるo
今回 ､ 核の 組成を調べ ていない個体で TA46というサンプルが存在するが ､ 標高 絹84m で
CPD N A, mtD N A共にキタゴヨウ型 であるo ゴヨウマ ツ類の 分布に つ い ては ､ 登山道沿 い の
みで ､ ニ 次元的に調べ て いないが ､ mtD N Aの浸透がこのギャップで途絶えていることを考
慮すると, この 標高域はゴヨウマ ツ類の 分布の空白地になっ て いて ､ これが遺伝子涜動の
障壁となっ ている可能性がある. なぜ ､ この標高域が分布の空白になっ ているの か嘘不明
である｡
遊里基準生 地 旦遺塵豊選塵
末書妻山に つ いては , 核の 浸透が 1800-1 900m の亜高山帯針葉樹林によっ て有効に遮
られているいるの に対し､ ハ イマツ mtD N Aが最も低標高の場所まで達しているo 一 方 , キ
タゴヨウ cpD NA の ハ イマ ツ - の浸透 は, 1800-1 900m の 亜高山帯針葉樹林帯によって ほ
ぼ遮られて い る( 図9, 表5)｡ 谷 川岳で は ､ 標高1300-1 600m の分布のギャップに遮られ ､
ハ イマツ mtD N Aの下部 - の 浸透が ストップしてい る. 一 方 , キタゴヨウcpD N Aの ハイマ ツ
へ の 浸透は著しく､ 核の 浸透を上回 っ ている( 図10, 表 5)a
このように ､ mtD N Aと cpDNA の浸透の程度は ､ 東吾妻で は mtDNA の 浸透 が顕著､ 谷
川では cpDN A の浸透が顕著と､ 山系によっ て異なることが判明した o 東吾妻と谷川で異 な
る点は､ 分布のギャップの位置である｡ 末書章で は 1800-1 900m と高い位置 に ､ 谷川で は
1300-1600m と低い位置にギャップが存在する. 個々 の 交雑帯のギャップの位置が遺伝子
浸透の パタ - ン に大きく影響を与える可能性があるo
父性遺伝の cpD N Aと母性遺伝の mtD N Aの どちらの 方が浸透を起こしやすいかという問
題は､ 末書妻と谷川で結果が異なり, 一 般的な緒論を導くことが 困難な結果となっ た｡
整塾と萱塞適塾
真吾蕃山で針葉樹林帯より下部で厚膜細胞が有り(キタゴヨウ型)､ 樹潜道が中間型 の個
体の交雑指数の 平均は0.067となり(表7)､ キタゴヨウと同定されたもの(0.0 5)との差 がな
か っ た ｡ また ､ 谷川岳でも形態的中間型とハイマツと同定された個体の交雑指数に差 がな
かっ た ｡ これらの ことは ､ 針葉形態の み では交雑帯の核の遺伝的構造を推し量ることが困
難であることを意味して いる｡ ただ ､ 貴書妻山 の中間型個体のうち ､ 樹脂道の中間型のも
のとハ イマ ツ型 のもの で交雑指数に 大きな違いがあっ たように ､ 形質 の組合せがキタゴヨ
ウに近いか ､ ハ イマツに近 いかで ､ 大雑把に核の組成を推定することが可能かもしれない ｡
谷川岳では ､ 針葉形態を調べ た 5 個体全てが異なった形質組合せを持っ ていた｡ このうち
で ､ 厚壁細胞が有り､ 樹脂道が中間型のもの が ､ 責苦妻と同様に低い交雑指数を示した｡
しかし､ 他の 4 個体には形質組合せが ハ イマツ ･キタゴヨウどちらに近いかという点と交雑
指数との 間 に は明確な関係が見出せない ｡もっと多くの サンプ ルで傾向を調べ る必要があ
る｡
Carn eyetal.(2000)は ､ ヒマ ワリ属の He[[
'
anthu s an nuu sとH. bola nden
'
の雑種群落の
遺伝的構造を､ A FLPマ - カ ー を用 いて分子雑種指数を推定して解析を行っ ている. その
結果､ H. bola nde舶号H. an n u usに遺伝的に同化(geneticassimilatio n) されつ つ あること､
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形態的 にほとんど純粋なFl. a87 n u u S個体にも相当 m . boiamde rg
”
の 核遺伝子が浸透してい
ることなどを発見した. Ga m ey et aL(2000)は ､ 元の 種の形態形質飽食せを保存するよう
に由然選択が働いている可能性を指摘してい るo 本研究でも谷川山系の針葉形態からハ
イマツと同定された個体の交雑指数は 0.5 94 と､ 4 割は卑タゴヨウの浸透が起こ つていると
いう結果になっ た ｡ 本研 究で は針葉形態 の み と少数 の 形 質しか 伺 い て いな い が ､
Flel]
'
a nthusと同様に ､ 形態が変わらないまま中立的な核の 浸透が進行している可能性もあ
るo 詳細な形態観察と分子交雑指数の解析を同時に行う感要性が明らかとなる問題点で
ある｡
今後の課題
本研究で用 いた8つ の 核マ ー カ - は､ 連鎖群が片寄っている(表2)｡ 今後, 表3 に示した
釆調査の遺伝子座(Brow n etaL 2001)の スクリ ー ニ ングを行い ､ 各連鎖群にばらけたマ ー
カ ー を使用すことが望ましいと考える｡
交雑帯の遺伝的構造の パタ - ンに つ いても､ さらに解析を行う盛宴があるo 特に , ハ ツコ
ウダゴヨウが最初に記載された八甲田 山の交雑帯には興味があるo 谷)”(Wata n oet 軌
1995
,
1 996)､ 東吾妻, 蔵王(Se njo e七 aL 1999) とい っ た山岳で は交雑帯にキタゴヨウ
CPD N Aa) ＼イマ ツ mtD N Aを持つ 細胞質キメラが優点するが , 八甲田 山の形態的中間型
は両細胞質ゲノム共に ハ イマ ツ由来のもの が多い(未発表)｡ 細胞質キメラに つ い ては ､ い
ままで調 べた限り､ キタゴヨウ cpD N Aとハ イマ ツ mtD N Aを持つ タイプしか見つ か って いな
いの で ､ 八 甲田 の 交雑帯にも初期的 にはこの組合せの細胞質卑メラ個体が存在したと考
えられる｡ この細脆質キメラが両方ともハ イマツ型に変化するためには ､ ハ イマツから雑種
集団 へ の cpD N A の遺伝子流動が起こる必要がある. 雑種が雌として ハ イマツと戻し交雑
を行う過程で ､ 核の遺伝的組成がどのように変化したか知る盛宴がある.
今後の展望
細胞質ゲノム の遺伝子浸透に方 向性がなぜ存在するの かという問題は ､ ハ イマツ ヰタゴ
ヨウ交雑帯の遺伝的構造を理解する上 で極めて重要であるが ､ この 論文で は追求を行 って
いない ｡ Se njo etal.(1 999)では ､ ハ イマツが雌､ キタゴヨウが雄の組合せでしか雑種が出
来ない の では 払､う ー 方 向性の 交雑不和合性の仮説を提唱した｡ 交雑指数を用いた解析
で ､ この 仮説を検証することが可能かもしれない ｡ 北海道の アポイ岳で は ､ 超塩基性土壌
(かんらん岩)の ため ､ 350m という低標高からハ イマ ツが生育し､ キタゴヨウや雑種と混隻
した群落を形成している ｡ この 場所で ､ 母樹と種子 の 旺や旺乳(雌性配偶体)の遺伝子型
の 比較を行えば､ 母樹の交雑指数と花粉の選別 のプロセ ス の 関係を明らかにできる可能
性がある｡
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表1. ハ イマツ ヰタゴヨウ種特異的遺伝子魔の P C R産物の SS C P泳動条件
遺伝子座 グリセリン 濃 泳動温度 電圧 時間
度
P七ⅠFG
_
0464* 2%
PtIFG
_
0893 2%
P托FG
_
1 454 f 2%
P七王FG
_
2615 10%
PtIFG
_
8728 2%
Pt!F G
_
9008 2%
P朝F G
_
9076 10%
PtⅠFG
_
9098 2%
20℃ 300V 7hr
20℃ 35OV 8hr
20℃ 300V 8hr
20℃
20℃
20
o
C
20℃
300V 1Ohr
300V 6hr
300V 8h
●
r
300V 7hr
20℃ 300V 5hr
*
, P C R産物が730bpと長いため ､ ‖infXで2つ に切断してからSS C Pを行っ
た｡
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表2. 2＼イ∇ツとキ車ゴヨウで使周可能なテ - ダマツの 臣S Tプライマ - せツ卜(Te m e sge n et
aL20 01)
LOC U S 臣ST S臣QuE悶CE P 馴艦RSEQu臣柑旺S LB柑KÅGE LE N G TH LE N G TH OFP CR
ACESS柑悶 MO. GROuP/cM OF CD N A P R O D U C TS
Diagm o stic m a rke rkcibetw e e nP/n u spu mi/a a nd P. pa r vmo ra v ar. pentapb*Fa
P七肝G
_
0464# ‖75150 TGTCACTGCCCA6AGCTATTC LO2/58 4501 730
ATCACA6CCGCTCCAAAAC
Pt8FG
_
0893‡ H75 ‖8 6GACTGAÅ6GGATCTA 蹴TG6 L05/41･ 3 450 620
CASGCCCAAÅTTCCÅTCGTC
Pt肝GJ454# H75120 ACATCAATC A6TTG6CCTTG LO5/75･ 9 350 350
ÅC(;ÅCCATGTCGÅACCACTC
Pt8FG
_
2009# noinfo･ CACA6TTCCCCACAGCAAC LO6/1071 400 600
ACAAGC6GTTCAGTGGCTC
Pt肝G
_
2615#H75223 CACTCTTTATTCTTGCCCTTCG Lil/49･ 5 320 400
TC(娼TTAGGTAAC6ACTGGAG
Pt 肝6JB728 AA739676 CCAAA6CCCÅAATCCÅTGno info. * 370 370
CCAATTTGCACTTT6CCC
Pt8FG
_
9008# AA73985ヰ GGTAAACTG6GATGGATTGC LO5/71･ 5 290 290
TCTC66ATA6GGCAÅTATGC
P七肝G
_
9076# AA739897 CTCTATTGCAAAAATGTGCCAC Ll1/39･1 250 250
ÅGÅATTTACT伝GCCGCTGG
Pt肝G
-
9098AA739911 GTG66CTTGCTATAAATGCnoinfo･ * 280 280
A6TGCÅTCGTTCÅCAATTCTC
PtlFG
_
9157# AA739961 TTCCÅGTTTGCCTGAGCATC LO4/8･ 2 275 275
AATAC6CTGCTTAATC6TGTC
Ma rke r!o c盲a七 whicha”ele s a rela rgely shared betw e e nP. pu mi/a a nd P. pa w l
'
Por;a v a r. pe ntap砂地
P七肝G
_
0149 H75140 G6TGACGCAATCÅCCTTT6 L21/0 410 550
CCAATCCAA6 TACTTG6
pt昔FGJ)606# noinfo･ TCAT6A66GGAGAAA6TTGG LOG/98･ 6 360 550
G6GCAGTCACTTGAACTTCG
pt肝G
_
0674 noinfo･ ATAATTG6GGAGATCG6AG L14/0 300 30
AGCA6AAGGAAGACAGAQT6a
PtBFG
_
0739# H75167 TACAAAGGCTCGGGTATTG6 LO6/67. 6 350 350
GTCAT6CCTAACAA6CCCTG
P七肝GJ956‡ H75039 GAAQCTAC;CGAAGGCTTTGG LO9/7.1 410 500
666T6TGACCATATAACACCG
PtWG
_
2053# n oinfo･ TGAAACTGCG6AT6GCTC LO1 310 360
CCG 執ATCGÅAGCCT 〟汀TG
Pt肝6 253 ‖75063 CCAATTT6CACTTTGCCC LOl/59. 9 370 370
CCAAAGCCCAAATCCATG
Pt肝G 8564 触了39580 GCA6TTATAGGTTTCCTGGCC LOG/55 230 230
CACCAG伝伝CAAAAA(汀TG6
PtlFG8758 AA739696 6A6TTC6CATCACACGTTACCnoinfo. * 350 350
AATTGCCCCATTGÅTTGTG(i
Pt 肝G
_
8939# 仙了39822 AÅCCACGA8CTT6GCATG
ÅC(汀G6ACGÅGCAGTCAAAG
LO2/84. 3 30 30
PtlFG
-
9022# AA739862 GGÅTTTGCATTTTGCATGCC LO2/36. 7 210 210
CGGTGT6TTTCÅTGTGCT6
Pt肝G
_
9053# 舶739883 ccAGCG 仙ATATATGCCTGTG LOl/38.1 280 280
TGCATGATGAC伝GCTCTATG
Pt!FG 9064 AA739890 GAG6GGAACACTAATCAA6CGnoinfo. * 270 270
T6CCTÅAATGCTTGCTTTC
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表2. つ づき
LO C U S 巨ST SEQu巨閃CE P 剛朗ER SEQuE柑CLES L土悶KÅ旺 LEN G Tト音 L臣NGT ‖OF PC R
ÅCCESS 柑悶MO. GROuP/c紬 oF CD N A P R O D U C TS
PtlFG
_
9092# AA739907 AGCTAAAGTT6GCTGGCATe LO5/43 270 40
GTCACT6ACCTTAAC(汀CCC
PtiF(L9156# AA739959 TAAGCTTC6TGCAACA66AG LO9/13 280 400
8ÅCAATCCCTCTAAACCTC6C
#
,
Br o w n et aL(200川こよっ て ､ ancho r ed r efer en ce月ocほして選 ばれて い るもの .
辛
, D G G Eで複雑なバンドパタ ー ンを示すなどの 理 由により､ Te m esge net au2001)で は ､ マ ッ
プ上の位置を決めていな い . 本研究ではきれいな s s c pバ ンドパ昏 - ンを示したo テ - ダマ
ツでは複数遺伝子座が増幅されるの かもしれない ｡
1 8
表3. Br o wn 醜 aI. (200nで
p
qツ腐食体での 汎周性が示された 舶 プライ
u
q - せットと本研究
の結果の 比較
Lo c us Subge n u sP孟n u s Subge m u s Pl
'
c e a m e n z)
'
e si/
'
Pr e s e nt Study
S七robus
LGl
肌 9 053
P 七肝G
_
8 843
PtF Gj2 53
P七肝G
_
9198
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
ナ
＋
＋
N E
＋
N E
LG 2
PtlF G
_
85 69
Pt[F G
_
9 022
P 也F G
_
O 鯛冷
P ぴF G_0 048#
PtiFG
_
8 939
Pt肝G
_
0066
＋
＋
ヰ
＋
チ
＋
＋
ナ
＋
＋
チ
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
S m e ar
＋
ヰ
co mple xS S C P
＋
L G 3
PtN CS
_
6 C1 2F＋
Pt肝G861 2 ＋
＋
＋
＋ N E
N E
L G 4
P 胡F G+91 57 ＋
PtlF G
_
8898 ＋
＋
＋
ヰ
N E
LG5
PtIF G
_
883 7
Pt王F G_85 96
P 心F GJ)893
j W F G}0 92
P胡F G
_男008
P 胡F G
_
1 454
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
N E
N E
＋
＋
＋
＋
L G 6
PtlF G
_
8531
PtlF G
_
8647#
PtlF G
_
89 72
PtlFG
_
11 65
PtlF G
_
1 764
Pt[flG
_
0739
PtlFG
_
8473#
PtW G
_
0606
P七肝G+2009
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
イ･
＋
＋
＋
＋
＋
･ト
＋
＋
ナ
＋
＋
ナ
＋
･ト
N E
N
′
E
n O arYIP.
m ultiple ba nds
N E
I
N E
チ
＋
L G 8
Pt肝G_87 32
Pt肝G
_
90 36
PtlF G
_
2781
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
N E
¢o mplex SSC P
NE
LG9
邪 J9 56
Pt[flG
_
9156
PtIFG
_
0624
Pt!F G
_
2 290
チ
＋
＋
＋
＋
チ
＋
＋
＋ ＋
＋
N E
N E
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表3. つ づき
Lo c u s Subge n u sPin u s Subge n u s P7
'
c ea m enzJ
'
e si/
'
Pr e s e n七 study
S七robus
LGIO
PtlFG
_
858 0
Pt王F G
_
843 6
Pt肝G
_
16ヰ3
PtlF G
_
854 0
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
N E
N E
c omplex SSCP
N E
L Gl l
P七王F G
_
90 76*
PtlFG
_
2615
ヰ･
＋
＋
ヰ
＋
ヰ･
othe rL Gs
PtlF G
_
288 9 ＋ ＋ N E
PtIF G
_
854 2 ＋ ＋ N E
ボ ー ルドで示した遺伝子座は､ 表 2 の ハ イマツとキタゴヨウで種特異的マ - か - として健闘
できるもの ｡
イタリックで示した遺伝子座は ､ 表 2の ハ イマツとキタゴヨウで対立遺伝子を共有するもの ｡
辛
, Tem e sge n et al一(2001)で は L G11だが ､ Bro w net aⅠ.(20 01)では otherLGs に分類 o
#, Br ow n et aL(20 01)で は ､ D G G Eで複雑なバンドパタ - ンが検出されてい る.
＋
, P C Rによる増幅あり｡
-
, P C Rによる増幅なし｡
NE, 本研究では解析していない o
sm e ar, p c R産物のアガロ - スゲル泳動での増幅バンドがスメア o
m u帖pJ占ba n s, P C R産物の アガロ - スゲル泳動で複数バンド.
c om ple xSS C P,S SCP で複雑なバンドパタ … ン .
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表札 ハ イ苛ツと卑争ゴヨウ母集団における､ 苛 - め - 遺伝子魔の対立遺伝子頻度
用In u spum L
'
iG P. pa rvl
'
Ho rBVW . Pe ntaPbyua
Lo c u s A”eBe ‖aku s a mNo r搬urai To七a[ Sh…ra一 朗o r毒yo sh毒 Total
■
m J n e
Pt肝G
_
0893 al
a2
ul
u2
1O 7 17 12 7 1 9
0.071 0.a29 0.625 0.929 0.737
0.375 0.0 71 0.263
0-900 0.929 0.9領2
0.i0O 0.059
P七!F G
_
1 454al
a2
旦蔓
ul
u2
1 0 10 20
0.0 50 0. a24
ヒ0 12 10 22
0. 792 0.9 50 0.844
0.2a8 0.0 5D 0.f33
0.024 0.022
0.850
0.1 00
1.000 O.9 02
0.0格9
1 0
P七肝G
_
2615 al
a2
∂β
ul
18 12 13 25
0.8 75 0.692 0. 780
0.083 0.308 0.200
0.042 0.020
1.000 1.000 1.000
P七肝G
_
9008al
∂
”
2
1
u2
10 10 20
a. 150 0. 075
0.850 0.950 0.900
0.050 0.0 25
12 9 21
0.9i7 l.000 0.9 52
0.a83 J0.048
PtⅠF G
_
0464 ∂7
a2
旦蔓
a4
ul
u2
1 0 9 1 9 12 10
0.9 17 0.8 50
0.a 5D
O.02S
1｡000 0q9 舶 0.9卑9
0.056 0.028
22
0.867
0.022
0.022
0.a50 0.022
0.083 0.050 0.067
Pt肝G
_
9076 a7
a2
ul
10 9 19 12 12 24
a.a 50 0.333 0.764 0 J 5V 0.66 7 0. 708
0.25V 0.333 0.292
0.9 50 0.$67 0.816
Pt!F G
_
872 8al
壁
∂β
ul
u2
1 0 1 0 20
0.024
1
.00 0.900 0.9 27
0.100 O.0 舶
1 2 11 23
0.958 7.000 0.957
0.021
0,042 0.021
2 1
表4. つ づき
9 5 14
Pt軒G
_
9O98 a7
a2
LBI 0
.
111 0.400 0.21埠
Lb2 0.889 0
.600 0.786
9
0.889
0.771
1 2
0. 525
0. 333
0
.0 堵2
21
0.738
0.238
0.0 2卑
イタ リ ッ クで 示 した対立遺伝子は ､ キタ ゴ ヨ ウの マ - カ ー .
ボ ー ル ドで 示 した対立遺伝子は ､ ハ イ マ ツ の マ ー カ - o
ア ンダ ー ライ ン で 示 した対立遺伝子は交雑帯の み で み つ か っ た orpham aHele.
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表5 . 東吾妻山およぴ谷川山系にお柑る､ 核ゲノ ム の分子交雑指数と､ ハ イ ∇ ツ由来
の ミ トコ ン ドリア D悶Aおよぴ卑タ ゴヨ ウ由来の葉緑体D悶Åのハ ブm歩イブ頻度の比較
Samples A 托托ude Pu mHainde x Pu mi書a Pa r v. ‡nde x Pa Ⅳ. CPD N A
(m) mtD N A
M七. 柑ga shia z u m a
AZl- ll(ll) 1 223
A Z1 2- 2(11) 1324
A Z 23- 2(1 0)
A Z 33- 44(1 2)
A Z 45- 5(11)
AZ 56- 9(1 4)
1 560
1 713
1 954
1 974
Mt. Tan
'
BgaWa
T Alト15(8) 935
T A17- 45(1 5) 11 22
T A 47- W 17(10) 1 740
W 16- 7(1 0) 1932
W 7- 1(7) 1756
3.埠% 27.3%
3.8% 72.7%
6.9% 80.0%
1 4暮2% 甲13%
98.2% 100. %
92.1% 1 00, %
0
.8% 0.0%
7.6% 0.0%
502% 77.8%
74.4 % 1 00. %
48.3% 100. %
96.6% 100. %
96.2% 1 00. %
93.1% 100.0%
85.8% 1 00. %
1,8% 18.2%
7.9% 7.7%
99.2% 1 00. %
92.4% 1 00. %
49.8% 1 00. %
25.6% 80.0%
51.7% 1 00. %
Pu mila 旦ndex,
Pu mi8a m七DNA,
Par v. ndex,
Par v. cpD帆
核のゲ ノ ム申で の ハイ マ ツ遺伝子の割合o
ハ イ マ ツ mtD悶A のハ ブロタ イプ頻度｡
核の ゲノ ム 中での キタ ゴヨ ウ遺伝子の割合 ｡
キタ ゴヨ ウ cpDNA のハ ブロ タイ プ頻度
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表6 .. 家書蕃山交雑帯の形態的中間型の 昏イ ブ分類と分子交雑指数
個体数 (番号) 厚壁細胞 樹脂道 東塾細胞 分 子 交雑 指
数
亜高山針葉樹林帯より下部
10(ÅZ16,23,29,32,35,36,38,39,41 キタ 中間型 無 0, 067
,
43)
1(AZ44)
亜高山針葉樹林帯より且部
1(ÅZ58)
4(AZ45,59,64,65)
キタ ハ イ 無 0. 874
キタ 中間型 無 0.1 63
キタ ハ イ 無 0. 975
表7 ･ 谷川山系交雑帯の 形態的中間型 のタ イ プ分類と分子交雑指数
個体数 (番号) 厚壁細胞 樹脂道 東型細胞 分子 交雑 指
数
1㈱2)
1㈹4)
1(削5)
1(W16)
1(W7)
キタ
キタ
ハ イ
ハ イ
ハ イ
中間型
ハ イ
キタ
中間型
ハ イ
育
顔
有
顔
育
0.3 70
0
. 647
0.581
0. 8 糾
0.$88
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園1 ｢8. ) ＼イ∇ ツ b 卑歩 ゴヨウ交雑帯の分子交雑指数推定に潤 いた 8 つの 核∇ - カ -
とその SSCP バ ン ドパ歩 - ン
図9. 東吾妻山の交雑帯の遺伝的構造. サ ン プル は採集した順番で ､ 左か ら右 へ 並 べ て
あるo 各サ ンプル の採集標高を白丸で示 した o 軸は看 である o サ ンプルナ ンバ - の 息
の棒グラ フ は核の 分子交雑指数で ､ 軸は左 である. キタ ゴヨ ウの成分を膏､ ハ イ マ ツ
の 成分を赤で示 した . サ ン プル ナ ンバ - の 下 の 図は ､ 葉緑体と笠 卜コ ン ドリア の D柑A
ハ ブmタイプでぬる o 止の 棒グラフ と同様に ､ 卑タ ゴヨ ウの ハ ブ口 タイプを青､ ′ヽイ
マ ツ の/ヽプロ タイ プを赤で示 した .
園 他 案吾妻山の僻轍図とサ ン プル採集地点 o 徒歩で採集したAZ23-69を示 した o 車
道沿 い に採集 した AZ ト22は示 して い ない ｡ 緑の標高域が1800-1 900m の範囲で ､ 亜高
山帯針葉樹林帯とな っ て い る｡
図11. 谷1H 山系の 交雑帯の遺伝的構造o サ ン プルは採集 した順番で ､ 左から右 へ 並 べ
て ある o 各サ ン プル の 採集標高を白丸で 示 した. 軸は右 で ある. サ ン プルナ ン バ ー の
止の 棒グラ フ は核の 分子交雑指数で ､ 軸は左である ｡ キタ ゴヨウの成分を膏､ ハ イマ
ツ の 成分を赤で 示 した o サ ン プルナ ン バ ー の 下 の 図は ,葉緑体とミ トコ ン ドリアの DNA
ハ ブロ タイ プであるo 上の 棒グラ フ と同様に ､ 卑タ ゴヨウの ハ ブロタイ プを青､ ハ イ
マ ツの ハ ブロ タイ プを赤で 示 した ｡
図12. 谷1u 山系の僻轍園と採集地点｡ 各個体の細胞質ゲノ ムの組合せ 型を色で 示 した.
青は葉緑体 ･ ミ トコ ン ドリア ともに 卑タ ゴヨウ由来. 緑は葉緑体がキタゴヨ ウで ミ ト
コ ン ドリア は ハ イ マ ツ 由来. 赤は葉緑体 一 芸 卜コ ン ドリア ともに ハ イ マ ツ由来.
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図 ト8. ハ イマ ツ ･ キ タゴヨウ交雑帯の分子交雑指数推定に用いた8つ の
核マ - カ ー とそのSS CP バン ドパ タ ー ン
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核遺伝子を潤いた∇ツ属ストm - ブス亜属の種間系統解析
加藤俊英 ･綿野奉行(千葉大学理学部生物学科)
植物の 系統学的解析には ､ 葉緑体 D N A(CPD N A)がひろく利用されて いる(So托is a nd
So托is 1998)o cpD N Aは ､ 多くの 分類群で健闘可能な汎用プライマ - が 多く開発されて い
ること､ シングルコピ ー であることカ､ら､ P C R産物のダイレクトシ ー ケンスが可能であること,
系統解析の階層に応じて遺伝子間領域からコ ー ド領域まで ､ 様々な D N A領域を使用可能
なことなど､ 多くの 利点を持っ ている. 一 方, 浸透性交雑がおこっ た場合､ 細胞質ゲノム は
核よりも浸透を起こしやすいことが経験的に知られており(Ris e s ebe rg a nd Soltis 1991)､
同属内の種間系統とい っ た階層の場合に は ､ 細胞質捕獲の影響を考慮する必要が生じ
る｡
マツ属では ､ 頻繁に浸透性交親を起 こすことが知られており(Wagne r etaL1987)､ 特に
細胞質捕獲による系統推定の バイア スを受けやすい可能性がある｡ マツ属の 分子系統解
析につ いては ､ Wa ngetal.(1999)が4種類の cpD N A領域に基づいた解析､ およぴListo n
eta】･(1999)による核リボソ ー マ ル D N Aの 汀S領域 に基づいた解析がある｡ 両者の結果に
は , 得られた系統関係に無視できない異なっ た点があるが , これが情報不足の せいなのか ､
cpD N Aもしくは】T S の遺伝子浸透の せ いなの か は定かでない o
ハ イマ ツとキタゴヨウの核マ ー カ ー の 開発 の過程で , マツ属全体で使用できる核遺伝子
領域が数多くみ つ かっ た . 本研究では ､ そのうちの PtIF GJ9008- tL､う領域を用い て ､ ハイ
マ ツとキタゴヨウが属するマ ツ属 ストロ ー ブス 亜 属の 系統関係の解析を行 っ た ｡ また ､
Wa ng etaJ･(1999)で得られた cpD N A系統樹とのトポロジ ー の比較も行 っ た.
材料と方法
マツ属ストロ ー ブス亜属 21種1変種 ､ 外群としてピヌス亜属3種､ 合計で 25分類群を用
いた｡ 材料のリストを表1 に示した｡
P 肝 G
N
9008の塩基配列の決定の手順は以下 の通りである｡ まずト ー タル D N Aをテンプ
レ ー トとして PC Rを行 い( 図1)､ その産物をS S C P解析にかけた. ホモ接合の表現型を示
すもの はその ままダイレクトシ ー ケン スを行 っ た o ヘ テ ロ接合のもの は ､ pGE M一丁 Ve ctor
System(Prom ega)をベクタ ー として TAクロ ー ニ ングを行い ､ 対立遺伝子を分離したo
塩基配列は , AB =⊃R書S M BigDye Ter minator Cycle Sequen cing ReadyRe action Kit
(App=ed Bio system s)を用 いてシ ー ケン スサイクル 反応を行 い ､ A B】P RIS M 310 Ge n etic
Analyzerを用 いて解析した o 得られた塩基配列は ､FA U P4,0を用 いて NJ法と最節約法で
解析したo 解析した25分類群のうち､ WangetaI.(1999)と共通する15分類群につ いては ､
改めて最節約法で系統解析し, トポロ ジ ー の 相違を､ PA U P4.0 の Partito n Hom ogen eity
¶∋st で検定した｡
結果と考察
解析した 25分類群のうち､ Pin u sfe nz e]ian a の みが S S C P でヘ テロ表現型を示した｡
3 2
PtlF G
_
9008 の最節約法の厳密合意樹を図2 に示したo ストロ ー ブス 亜属のうち､ ストロ -
ブス 節が 91% のブ - トストラップ確率で単系統となっ た ｡ ストロ ー ブス節のうち､ アジア産の
ストロビ亜節 6分類群のうち ､ P m o m
'
s o nic o]aを除く5分類群(a arm a ndL
'
iva r. ar m a ndI
'
i
,
.
P ar ma nd]
'
t
'
var. am a mt
'
a n a
,
P. fenz e]I
'
ana
,
P. waIIichia n a, P paJV耽)tla ∀a r. Pe ntaPhyHa)
が 59% で単系統となっ た . この 姉妹群の位置にヨ ー ロッ パ産の P pe u c eが つ いた . また ,
センブラエ 亜節の 3 種(P. sibin
'
c a, P c e mbra, P. kw aie n sis) はストロ ビ亜節の P
mom
'
so n l
'
coIaと85% で単系統となっ た ｡ センブラエ 亜節の P pum ]7aは ストロ - ブス節のク
レ ー ドの 根本から分岐し､ 他種との関係は不明であっ た ｡
Wang etaⅠ. (1999)t 共有するデ ー タセット(15分類群)での葉緑体とP 肝 G_9 008の最
節約法の厳密合意樹を図3､ 4に示した｡ 葉緑体系統樹(図3)で は ､ ストロ ー ブス節のうち､
ストロビ亜節の P. a m7 andji, P w a[I]
'
chI
'
ana, P. fe n z eLian, P. pa wifiw aとセンブラ亜節の P.
cembrla
,
i?pumua, P. kor aie n si が 100%で単系統になるo これらは全てアジア産の種で
ある｡ P 師 G
_
9008系統樹では ､ 先に述 べ たように ､ これらストロビ亜節の種は , セ ンブラ亜
節の種とは別のクレ ー ドとなる. 葉緑体 D N A のデ ー タセ ットと PtiF G_9 008デ ー タセットを
組合せて Partition Ho moge neity Te stを行っ た結果では ､ P=0.008となり､ この こ つ の デ
ー タセットが有意に異質なもの であることが示された｡
この Pt]F G
_
9 008核遺伝子系統樹(図4)と Wa ng et al. (1999)の葉緑体系統樹の不 一
致に つ いて は､ 葉緑体 D N A でアジア産の ストロビ亜節とセ ンブラエ 亜節が単系統となるこ
とから､ アジア における両亜節間での葉緑体の細胞質捕獲が起こつ た可能性が考えられる｡
ただ､ 用 いた核遺伝子が 一 つ であること､ 配 列が 400bpほどと短い事から, 核遺伝子系統
樹が間違 っている可能性も残っ ている｡ 今後 ､ 数多くの核遺伝子を解析することで , 蓋然性
を高めることが必享である ｡
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表1. サ ンプル - 隻
種名及び分類群
s ubge m u sS毛r obus
se ction Strobus
Subs e ction Cembr a e
P.ko raie n sis Slebet21LC C
P.c e mbr aL,
P･sibiric aMayr
P
.pu mila
Subs e ctio n Str obi
P･je nzeliana Hand Maz
P･slroblJo r m z
'
s Engelm
P･Pe xilisja m e s
P.a rma ndiiFra n ch
P･a T･ ma ndii Franch v.af namian aHaius
P.aya c ahuiteE h71a n
P･lm nbertia n aDo ugl
P.slr obu si
P.pe u ce Gn
l
seb
P･w alZichiia n aA Bja cka
P･7nOr ris o nic ola Hayata
P･par vIPo ra
se ctio n Pa rya
s ubse etion Ge r a rdian ae
P･bl mge a n aZu c c
P･ge r aTTdian aWall
stlbs e c伝on B al fo uriaLn a e
P･a l･isiata Engelm
stlbs e ctienCem broide s
P.c e mbr oide sZu c c
P. m a m
l
m a rlin ezii Rzedo w ski
P･ m on ophylla To r y
s ubge n u sPin u s
sectio nPin u s
subs ection Pin u s
P･sylve stris
stlbs e ctio n Can arie n sis
P.ca n a Tien sisSmith
s11bse ction Pin eae
P･pinea i
分 布
本州, 四国, 朝鮮半島, 中国東北部
ヨ ー ロ ッパ アル プス
シベ リア､ モ ンゴル
日本､ ユ ー ラ シア東北 部
中国 (海南島)
メキシ コ , 北米西南部
北栄西部
中国中西部､ 台湾
日本 (屋久島､ 様子島)
メキシ コ､ グアテ マ ラ
北米西部
北米東部
/てル カ ン地方
ヒマ ラヤ ､ アフガ ニ ス タ ン
台湾
日本
中国中部
ヒマ ラ ヤ, ア フガニ ス タン
北米西部
メキシ コ ､ 北米西南部
メキシ コ
北米西部
標本番号
K-0 1 6
K-00 8
K-01 2
K-0 2 8
K-0 1 3
K-002
K-0 0 3
K-0 0 4
K-0 17
K-0 2 9
K-0 2 a
K-0 3 2
K-O Zl
K-0 0 6
K-0 1 4
K-OOて
K-0 0 8
K-0 18
K-O Z O
ユ ー ラ シア K-030
カナ リ ー 諸島 K-0 0 7
地中海沿岸 K-O Z 3
各サンプルの標本は千葉大学理学部に保存されて いる｡
p･pu mila I P･pa -Pola , P･ko raie n sis I P･c embra I P･sibir ka につ いては抽出済みTotal D N Aをサンプル とした｡
図1 -i
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P七IFG 9 ◎◎8 R 5- G GT A A A ⊂T G G G A T GT G ⊂ 3-
図 ト2
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3 6 1 T G 〔G T AA G T G AÅÅA A T GAG T T A
4 Z I A A ⊂G A G T A〔T A GT T 〔T T G ( T G 〔A A
G G T A ÅA ⊂T GG G A T G G A T T G G⊂A〔T A ÅG G A 〔A A G G 4Z O
4 8◎
48 1 GA A G A 〔T T 〔C ⊂⊂GGA G T T A A T G GT G ÅAT T G ⊂( ÅG A TA 〔ÅÅC A A A ⊂A G G G⊂A A A A A T〔T 5 4 ◎
5 4 1T GA A G G T G A T A 〔TT G 〔AA A A G A G GA A TT G ⊂Å〔〔A GA C GT GGA T T T G G A T G ⊂A A T T G C6 ◎◎
6 ◎1 G T A TGA ⊂ÅG A G G G A TA T T⊂ G G G A G T G A 〔⊂T⊂ A GA A ⊂T T GT G T GT T Å〔A G〔
6 6 1 G ⊂〔〔T A T( ⊂G ÅG A A T T 〔T G G
図1プ ライマ ー P 肺G 9 0 0 8F､ P肺G 9 08 R
の塩基配列
GC A T A T T 66 ◎
”
6 8 1
図ト1に本実験 で使用したプライ マ ー PtlFG 9 0 0 8F､ Pt肝
･
G 9 0 08 Rの塩基配列を示す｡
図 ト2はPin u sta edaのcDN Aの配 列とプライ マ ー P 肝G 900 8F､ Pt】FG 900 8R の アライ
メ ントの結果を示した図で ある
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図2,核遺伝子 によるPin u s属2 5種の系統樹
Strobi
亜節
Ce mbrae
亜節
外群
Strobus節
pa nTa節
Str obu s亜属2 2種､ Pin u s亜属3種のPtIFG 9 0 0 8由来のPCR産物の配列から最節約法で得られた
5つ の最節約系統樹の厳密 - 致樹.
枝上の数字は100回の ブ ー トス トラ ッ プに基づ いた各彼のブ ー トス トラッ プ確率を示す｡
種名 に *が つ いてい る種はア ジアに分布する種である｡
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図3.葉緑体D N AによるSirobu s亜属1 2種の 系統樹
(Wa ne e七 aH 9 9 9の デ - 夕 による)
外群
Balfo u rianae
亜節
(Pa rTツa節)
Str obi
亜節
Ce mbrae
亜節
Str obi
亜節
Gerard]
'
a n ae
亜節
(parfTa節)
Wa ng et af(1 9 9 9) の葉緑体rbcL､ m atK､ tr nV､ rp1 2 0の 配列デ - 夕を用 いて最節約
法によ っ て得られた系統樹｡
枝上の数字は10 0回の ブ ー トス トラ ッ プに基づいた各枝のブ ー トス トラ ッ プ確率を示すo
Balfo u rI
'
a n a e亜節及び Ge rardia n a亜節は ねrrya節､ 外群を除くその他の種はStr obu s節
に属する ｡
種名 に * が つ いて い る種はアジアに分布する種で ある｡
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図4一 核遺伝子 によるS&obus亜属領2種の 系統樹
外群
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亜節
(parrya節)
Str obi
亜節
Ce mbra e
亜節
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亜節
(panTa節)
シ ー ケ ンス を行 っ たStr obu s亜属2 2種及び外群のPin u s亜属3種の うち､ 脚a ngeta= 19 9 9)によ っ て 葉緑体遺伝子 による系統解析が行われて いる12種につ いて ､ PtJFG9 0 0 8由来のPCR
産物の配列デ ー タを用 いて ､ 最節約法により得られた2つ の系統樹の厳密 - 致 凱
枝上の数字は100回のブ - トス トラ ッ プに基づいた各枝の ブ ー トス トラ ッ プ確率を示す｡
種名に * がつ いて い る種はア ジアに分布する種｡
付録 系統解析に健闘 ♭た配列の ダライメ ン 拒
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ゴ ヨ ウ 常 ツ類における マ イク ロ サテライトヤ - カ - の開発
と得られた マ イ ク ロ サテ ライ トシ - ク エ ン ス の特徴
森林総合研究所森林遺伝研究領域ゲノ ム解析研究室
谷 尚樹
はじめに
本課題 におい て ､ 演ず効率の よい マイ ク ロ サテライ トマ ー カ ー の 開発法 の 開発に取り組
ん だ｡ 採用 した方法は ビオチ ン ラ ベ ル され たオリ ゴヌ ク レオチ ドプ ロ ー ブを用い て マ イク
ロ サテ ライトを含む D N A断片を選択 し､ 濃縮化ゲノ ミ ッ クライ ブラリ ー を構築する方法で
Ar m o u r e七al･(1994)､ Fleische r a nd Lo w e(1995)､ Fis che r and Ba chm an n(1998)､ Iw ata
et al･(2000)を改変 して開発 した｡ この 結果 ､ ビ オチ ンラ ベ ル された マ イ ク ロ サテライ ト配
列 の オリ ゴヌ ク レ オチ ドプロ ー ブ (C T)15) を用 いて効率の 良い開発法を開発する こ とが
出来た o本方法を用 い る こ とに よ っ て ゴ ヨ ウ マ ツ 以外の 樹種 ､ ス ギ(CTJ PtO m erlajBPO n l
･
c a)､
ヒノ キ (Cna m a e cJ P- 1
'
s obtu sB)､ オガサワラグワ (M w u sbo n )
'
n e n s l
'
) にお いても マ イ
ク ロ サテ ライ ト配列 を持 つ D N Aフ ラグメ ン トを高い確率で選抜す るこ とに成功 した｡ 本方
法は ゴ ヨ ウ マ ツだけで なく他の種 - 普遍的に応用可能で ある｡ こ こ では ､ まず今回開発 し
た マ イク ロ サテ ライ ト マ ー カ ー の 開発法を述 べ ､ 次に ､ ゴ ヨ ウ マ ツ か ら得られたゲノ ミ ッ
クライ ブラリ ー 中の マ イク ロ サテライ トを持 つ D N Aフ ラ グメ ン トの濃縮率､ さらに マ イク
ロ サテライ ト配列 の特徴に つ い て考察す る｡
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開発した マ イク ロ サテライ ト マ ー カ - 開発汝
セ シウム ク ロ ライ ド密度勾配遠心による D N A精製
マ イ ク ロ サテ ライ ト遺伝マ ー カ ー 開発 に必要 なライブラリの 構築に はより 良質の DN A
が 5ug以上必要 なため ､ ラ ー ジ ス ケ ー ル で C T AB法 を用 い て植物細胞 より未精製の DN A
を回収する o そ の 後 ､ D N A溶液3mL に対 し､ セ シ ウム ク ロ ライ ドを 3.12臥 エ チジウム ブ
ロ マ イ ドを120 止加 えセ シ ウム ク ロ ライ ドの密度が p=1.55 になる ように調整 し､ 8時間
以上 100000回転で遠心を行う｡ 遠心終了後､ t Ⅳ下で D N A はエ チジウム ブ ロ マ イ ドに よ
つ て視覚化 され るの で ､ その層 を注射針 で抜き取り ､ S S C で飽和され たイ ソパ ノ ー ル に よ
つ て エ チジ ウム ブ ロ マ イ ドを除去す る ｡ エ タ ノ ー ル沈殿後 ､ 塩を除 去するた め 70 %エ タノ
ー ル に よ っ て洗浄を繰り返 し､ イ ンタ ク トなゲノ ミ ッ ク D N Aを回収する .
制限酵素処理と D N A断片 の サイズ分画
制限酵素処理に よ っ て D N Aを断片化 し､そ の D N A断片をア ガ ロ - ス ゲル 電気泳動する o
こ の電気泳動で は 1･6% アガ ロ - ス ゲ ル を用 い ､ 300bp か ら1000bp の D N A断片をア ガ ロ
ー ス ゲル から切 り出 したo 切り出 したゲ ル は Q払G E N社 の Q払G E NTH QIAquick Gel
母
Extr a ctio n Kt を用 いてゲ ル からI)N A断片 を回収 したo 回収 した DNA 溶液は エ タノ ー ル
沈殿後 ､ 滅菌水 に溶か し､ 蛍光光度計を用 い て濃度を測定 した｡
カ セ ッ トの結合と P C R増幅
制限酵素処理 した D N A断片は オリ ゴヌ ク レ オチ ドプ ロ ー ブに よ っ て マ イ ク ロ サテ ライ
トを含む D N A断片を選抜 した後､ ク ロ ー ニ ン グの ため二本鎖にす る必要が ある｡ そこ で ク
ロ ー ニ ン グ直前に P C Rを利用 し 一 本鎖の D N A断片を二本鎖にするo そ こ で P C Rを可能
にするため D N A断片の 両端に Sa u3 Al カ セッ トを結合するo
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回収 した DN A約 500ng に対 して Sa u3AI カセ ッ トおよびライゲ - ス を加 え､ 16℃で 一
晩反応 を行うo 反応後､ エ タノ ー ル沈殿 に よ っ て D N A断片を回収 し､ 減圧 乾燥後､ 滅菌水
15一皿 に D N A断片を溶かす. こ の 後､ ニ ック の修復を行う｡ この D N A溶液に d N T Pと
D N Aポリメ ラ ー ゼ を加 え 16度で 2時間反応させる. これ に よ っ て ニ ッ クが修復され るの
で ､ こ の 後 エ タノ ー ル 沈殿 を行 い ､ T Eバ ッ フ ァ ー を20tlL加 えて ､ これ以降の作業に用 い
るカセ ッ ト付 の D N A断片を完成させるo カ セ ッ トが結合したか どうかは P C R によ っ て簡
単に確認 できる o カセ ッ トが結合 して い るはずの D N Aを鋳型 に して カ セ ッ トプライ マ ー
(P rim e rCl) を用い て P C Rを行う. これを2% アガロ - ス ゲルで電気泳動 し､増幅が30 bp
か ら1000bp に ス メ ア - なバ ン ドが増幅して いればカセ ッ トは結合して いる｡
ハ イプリダイゼ - シ ョ ン
マ イク ロ サテライ ト配列 を持 っ たオリ ゴヌ ク レオチ ドプ ロ - ブを作成 し､ あらか じめ ビ
オ チン で ラ ベ ル して おく ｡ 今回は植物ゲノ ム の 中で最も多く分布 して いるとい われて い る
マ イ ク ロ サテ ライ ト配列(C T)15 と3 塩基繰り 返 しの マ イ ク ロ サテ ライ トの 一 つ で ある
(AT G)10を作成したo これを12 ⅩSC, 0.1 % S D S中で ハ イプリダイ ズさせ る . ハ イプリダ
イゼ - シ ョ ン の 条件は(C T)15 では 95度で 15分イ ン キ エ ペ - と した後 ､ 70度で 一 晩イ ン
キ エ ペ - と したo (A T G)10の場合は ､ 95度で 15分イ ン キ ュ べ - と した後 ､ 60度で 一 晩イ
ンキ エ ペ - と した o その 後､ 調整 した Str eptavidin が表面に つ い た マ グネッ トビ ー ズ を ハ
イプリダイゼ - シ ョ ン溶掛 こ混和させ ､ 43 度で 2 時間混和 しなが らイ ン キ エ ペ - 卜し､ ビ
オチ ンと Str ep七a vidin を結合させた.
次に マ グネ ッ トビ ー ズの 洗浄を行 い ､ 非特異的に ハ イプリ ダイズ した D N A断片を除去 し
たo 洗浄液は 2ⅩS S C, 0.1% S D Sと1ⅩS S C, 0.1 % S D Sを使用 した. (C T)15の場合､ 最初､
室温 で洗浄 し､ そ の後 ､ 45度､ 60度の 条件で洗浄を行 っ たo 一 方で(A T G)10 の場合､ 最初､
室温 で洗浄 し､ 4 5度､ 50度の 条件で洗浄を行 っ たo プ ロ - プ の T m 値の 関係 から仏甘G)10
の最後 の洗浄温度を(C甘)15に比 べ て低く設定した｡
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洗浄終了後､ 洗浄液を破棄 し､ マ グネッ トだけを回収 した｡ そ こ にあらか じめ 95度に暖
めて お いた T Eバ ッ フ ァ ー を加え 15分間 95度でイ ンキ エ ペ - トし､ オリ ゴ ヌク レ オチ ド
プ ロ ー ブと マ イ ク ロ サテ ライト配列 を含んだ DN A断片を帝離させ たo 次に マ グネ ッ トビ ー
ズ だけをチ ュ ー ブの底 に磁石 で集め ､ 上 澄みをピペ ッ トで回収 した｡ この 溶液に エ タ ノ ー
ル を加 え､ DN Aを沈殿 させ たo そ の後 ､ 20uL の滅菌水に溶解 した｡
I) N A断片を二本鎖にするためにカ セ ッ け ライ マ - を用 い て P CR を行っ た . P C R後 ､
この P C R溶液 の 5uLだけを用 い て 2 % アガ ロ - ス ゲル で電気泳動 を行 い ､ 増幅の有無のチ
ェ ッ ク を行 っ たo 増幅して いれば残 りの 溶液を エ タノ ー ル 沈殿 させ ､ . 次の ク ロ ー ニ ン グに
使用する D N A断片と した｡
カセ ッ トの切断
制限酵素 hdeII で DN A断片を切断 し ､ カ セ ッ トを切り離す｡ そ の 後 ､ I.6 % アガ ロ - ス
ゲル を用い て 電気泳動す ると D N A断片の ス メア - なバ ン ドと低分子 の 嶺域にカ セ ッ け
ライ マ 一 に よる バ ン ドが確認できる ｡ タ ー ゲ ッ ト D N A断片で ある ス メ ア - なバ ン ドをゲル
か ら切り出 し､ QIAG E NTM QIAqtlick Gel Extr actio n E 止を用 い て切 り 出 した ゲル か ら
D N Aを抽出 , 精製する o こ の キ ッ トで精製 した後 , エ タノ ー ル沈殿 によ っ て DN Aを回収
し､ 減圧乾燥後 ､ 15tlL の T E溶鞍に溶解する.
ベ ク タ ー へ の連結 (ライグ ー シ ョ ン) 及び大腸菌 の形質転換
市販 の プラス ミ ドベ クタ ー ptJ Cl18Ba mH IB A Pを､ D N A溶液､ ライ グ ー ス とともに エ
ツ ペ ン チ ュ ー ブ内で混和 し､ 16度で 2時間イ ン キ ュ べ - トし､ ベ クタ ー に D N A断片を連
結させ るo その 後 ､ 大腸菌 (D Ⅱ5α) にプラ ス ミ ド溶液を混和 し､ 氷上 で 2時間イ ン キ エ ペ
ー ト した後､ 42度で 45秒間ヒ ー トシ ョ ッ クを行う｡ S O C培地で 2時間大腸菌を培養 した
後､ L B培地に大腸菌を撒 き､ 37度で 一 晩培養し コ ロ ニ ー を得た｡
得られた コ ロ ニ ー は lm Lの 恥 r rifl CBr oth液中で37度24時間浸透培養 し､浸透培養後､
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集菌 し､ プ ロ メ ガ社の Wiz a rd 96SV minipr epki七で プラ ス ミ ドD N Aを回収 したo
シ ー ク エ ンス 反応 とオ ー トマ チ ッ ク シ ー ク エ ンサ ー による シ ー ク エ ン ス の 決定
シ ー ク エ ン ス 反応は Ap phed Bio sys七e m s社 の BigDye ve r. 3プ ロ ト コ ル に したが っ て行
つ た｡ また ､ シ ー ク エ ン ス 反応後の シ ー ク エ ン ス 反応物の精製もこ の プ ロ ト コ ル に示され
た エ タノ ー ル 沈殿 を用 い て行 っ た｡ この 後 ､ シ ー ク エ ン ス 反応物をAp plied Bio野 S七e m s社
の A BI3100 オー ト マ チ ッ ク シ ー ク エ ンサ ー にセ ッ トし､ それぞれの プラ ス ミ ドク ロ ー ン の
イ ンサ ー ト部の シ ー ク エ ン ス を決定した｡ pU C系の ベ クタ ー を使用 したの で プライ マ ー に
は M 13を使用 した｡
得 られた シ ー ク エ ン ス の 解析
得られたシ ー ク エ ン ス は コ ン ビ立
■
一 夕 ソフ トウ ェ ア Fa cttlr aでプラス ミ ド配列 を除去 し
た後 ､ ク ロ ー ン の 重複を確認するたあホモ ロ ジ ー サ ー チ プラグラム Bla stで処理 し, ユ ニ ー
ク な配列だけを抽出 した o また同時に ､ マ イ ク ロ サテ ライ ト配列 の存在す る ク ロ ー ン を ピ
ッ クア ッ プ したo (C T)15プ ロ ー ブで濃縮されたライブラリ からは 119個の ク,ロ
ー ン の シ ー
ク エ ン ス が得られた｡ この 中で マ イク ロ サテ ライ ト配列 を含んで いたク ロ ー ンは 64個で あ
り ､濃縮率は57 % であっ た｡ こ の 64ク ロ ー ン の 中で マ イク ロ サテライ ト配列 はA C,C A, T G,
G Tの モ チ ー フ の もの が 18個､ A G, G A, CT, T Cの モチ ー フ が 141個､ A T, T Aの モ チ ー フ
が 7個 ､ C C G, C G C, G C C, C O G, G C G, G G Cの モ チ ー フが 2個それぞれ存在した｡ 合計で
64 ク ロ ー ン の シ ー ク エ ン ス の中に 168個の マ イク ロ サテ ライ ト配列 を検出 した｡ 平均で
2･65個の マ イ ク ロ サテ ライ ト配列が 一 つ の ク ロ ー ン の シ ー ク エ ン ス 中に含まれ て い た ｡
(A T G)10プロ - ブで は 64 クロ ー ン の シ ー ク エ ン ス を決定した結果 ､ 22 の ク ロ ー ン中に マ
イ ク ロ サテ ライ ト配列 を検出 し､ 濃縮率は 34 %で あっ た. しか し､ タ ー ゲ ッ トで ある A T C,
T CA, C A T, G A Y, T G A, A T Gモチ ー フ の マ イク ロ サテライ トを検出する こ とは出来なか っ
た｡検出したマ イ ク ロ サテ ライ ト配列はA C,C A, T G, G Tの モ チ ー フ の もの が 6個､A G, G A,
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CT,T Cの モ チ ー フ が 19個､ A T, TA のモ チ ー フ が2個､ AG G, G G A, G A G, C C T, T C C,C T C
の モ チ ー フ を1個で あっ た.
以上 の ように ､ (C T)10 オリ ゴ ヌ ク レオチ ドプ ロ ー ブを使 っ たときには ､ 安定して マ イ ク
ロ サテ ライ ト配列を含んだ D N A断片を濃縮でき る条件を決定する こ とがで きた｡ しか しな
がら(A T G)10オリ ゴヌ ク レ オチ ドプ ロ ー ブで はタ ー ゲ ッ トモ チ ー フ の濃縮は確認で きなか
つ た o 今後 ､ (C T)10プ ロ ー ブに よ っ て濃縮されたライブラリは 1000 クロ ー ン程度の シ ー
ク エ ン ス を決定 し､ プライ マ ー を作成 し マ イ クロ サテ ライ ト マ ー カ ー を開発す る｡ また ､ 3
塩基反復 の モ チ ー フ の濃縮は困難で あ っ た . プ ロ ー ブ の モ チ ー フ の長 さを調節 し､ Tm 値を
コ ン トロ ー ル し､ ハ イプリ ダイゼ - シ ョ ン ､ そ の 後の 洗 い の条件を再考する必要がある ｡
それ に加 えて ､ 別 の 3 塩基反復 の モ チ ー フ を試すな どの 条件設定 を変更する必要があるで
あろう｡
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義 -1. 決定されたシ ー クエ ン ス申に存在したマイクロサテライト､ 及びその開始位置と繰り返し数
ロ ー ン ” t3 t R モチ ー フ
12 5 A G(24)
291 T G(1 6)
3 6GA(8)
85G A(7)
27T G(1 6)
31 G A(21)
99 A G(51)
326 A O(1 2)
33 G A(8)
71 A C(1 4)
1 6 A G(58)
1 81 G A(40)
82 G A(6)
1 0 G A(16)
121 T C(52)
6 A G(17)
106 T G(2 4)
6 A G(29)
108 A G(14)
36 A G(41)
柑6 A G(13)
36 A G(25)
90 G A(6)
192 A G(15)
26 A G(6)
39 A G(2 5)
13 T C(9)
33 T G(14)
Pis1 95F
Pis198F
Pi$199F
Pis201F
Pis205F
P;s206F
Pis208 F
Pis216 F
Pis217 F
Pis21 9F
Pis22 2F
Pis2 24F
Pis2 29F
Pis2 32F
Pis2 33F
Pis2 34F
Pis2 35F
Pis2 37F
Pis2 39F
Pi$2 40F
Pis2 41 F
Pis243F
Pis248F
Pis249F
Pis253F
Pis254F
Pis257F
Pis259F
Pis261F
Pis262F
Pis266F
Pis273F
Pis281F
Pis283F
Pis285F
Pis286F
P;s288F
Pis289 F
Pis2 90 F
Pis2 95F
Pis298F
Pis299F
Pis301 ド
Pis303F
Pis307F
Pis31 0F
Pis311F
Pi$316F
Pis317F
Pis319F
Pis320F
Pis326F
Pis327F
Pis339F
Pis342 F
Pis344 F
Pis346 F
Pis347 F
Pis3 49 F
Pis3 52F
Pis3 69F
18
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AT(16)
C T(26)
69 G A(1 4)
6 A T(1 4)
ll A G(51)
1 0 A G(1 4)
7 G A(7)
22 A G(1 4)
1 2 A C(1 5)
42 G Å(6)
191 T C(35)
402 C T(22)
225 C A(1 7)
48 C G G(4)
24 G A(12)
52 A G(7)
132 A G(7)
91 C A(23)
6 A G(6)
77 T A(1 4)
27 G A(68)
66 G A(2 0)
4 2 G A(8)
111 TC(48)
42TC(19)
63TC(19)
70 G A(12)
275 T G(1 6)
11 5 T G(6)
221 G A(37)
49 AT(9)
197(汁(1 0)
67 A G(9)
236 G A(6)
1引 G A(1 4)
1 27 G A(1 3)
350 A T(6)
71 G A(61)
225 A G(6)
95 A G(6)
44 G A(79)
121 G A(1 0)
230 G A(9)
124 G A(1 7)
147 A G(6)
163 A G(24)
222 A G(23)
8 7 A G(35)
122 G A(9)
112 G A(35)
11 0 G A(25)
65 T C(2 5)
251 AG(6)
372 AT(8) 3 88 A C(27) 443 A C(6)
23 5 G A(20) 370G A(9) 391 GA(9)
19 0 G A(23) 280 GA(6) 342 G A(6)
251 A G(23) ～
15 6 G A G G(` 31 3GA(6)
363 G A(1 7)
1 66 G A(9)
225 G T(6)
175 A G(9)
212 G A(7) 300 G A(16)
237 G A(l l)
21 9 G A(1 3) 260 A G(ll) 292 A G(8) 322 A G(9)
50 AG(47) 225G A(柑) .31 0 G A(21) 392GÅ(6)
1 04 G A(30) 267 G A(1 6) 34 6 G A(25)
34 A G(14)
39 A G(12) 66 A G(9)
41 G A(33)
一oo G A(21) 182 G A(6) 256 G G(6)
81 A G(7) 9 9 G A(7) 1 77 G A(13) 285 G A(8) 303 G A(12) 482G A(12)
120 G G C(5)
68 G A(6)
11 7 G A(37)
261 G A(15)
1 36 A T(6)
19 A G(ll)
1 04 A G(40)
1 52 A G(6)
1 36 G A(9)
341 G A(6)
108 G A(6)
191 G A(8)
288 G A(7)
166 G A(6) 柑8 G Å(9) 23 3 G A(6) 283 GA(25)
122 G A(20) 216 G A(6)
20 8 A G(ll)
1 08 G A(21)
81 A G(6) 97 G A(8) 1 39 G A(6) 161 G A(8) 25 G A(8) 273 G A(8)
95 A G(8) 1 6`1 G A(23)
6 9 A G(27) 202 G A(8) 220 G A(18) 262 GA(6) 331 G A(9) 397 G A(18)
1 27 G T(6) 146 A G(17)
つ づき
ロ ー ン
Pis372F
Pis381 F
Pis383 F
PisA T G OOO8
PisA T G OO12
PisA T G OO19
PisA T G OO 24
PisA T G OO 5C
PisA TGOO51
PisATG O52
PisATGOO57
PisA T GOO58
PisATGOO59
PjsA T G OO62
PisATG OO64
P;sA TGOO65
PisÅT G OO6g
PisA T G OO73
PisA T G OO 78
PisA T G OO 7フ
P;sA T G OO82
PisA TGOO85
PJ
'
sA T G OO87
PisA TGOO8g
P;sA T G OO96
94 T G(15)
142 A G(31)
肝 ロ
258
2 3
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C A(18)
A G(19)
AC(13)
268 T A(14) 295 A G(33)
22 A G(10)
27 T C(9) 47TC(1 4)
340 CT(15)
27 T C(24)
1 08 G A(2 0)
La
1 0 A G(8) 28 A G(22)
10 G A(1 9)
64 G G A(6)
77 T C(30)
348TG(9)
34AT(7) 47 T G(10) 69 T G(7)
449 TC(12)
25 TG(17)
230G A(1 9)
334 A G(1 2)
50T C(29)
15 6A G(21)
365 C T(1 8)
114 TG(19)
506 C T(6)
モチ ー フ の 柿
